ETUDE DE LA CONSTITUTION DE LA CASEINE DE VACHE
PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNES DE
DIETHYLAMINOETHYL-CELLULOSE EN MILIEU UREE

SUMMARY

The fractionation of whole cow casein by DEAE-cellulose chromatography in urea,
part of which was published in Preliminary note, has been continued.

. 1. The composition of whol. casein, determined by this method is the following :
Minor fractions having an electrical charge lower than B-casein at pH 7, 13%;
B-casein, 30 %; x-casein, I % ; ofs-casein (minor fraction, 6 %; as12 389%).

2. The quantitatively mor
approximatively to «g- and
bontains only a minor impurity. It has been possible to eliminate this impurity by a
method which will be publish later, but Fraction F,, still contains some minor

INTRODUCTION

On sait, depuis longtemps déja que les différents constituants de la caséine sont, en
totalité ou en partie, sous forme de complexes trés stables.

La stabilité de ces complexes ne semble pas due A des interactions ioniques, car
ils subsistent & des pH ot la ch ge nette de chacun des constituants est négativel.
On peut donc penser que des liaisons secondaires (liaisons hydrogénes ou forces de
VAN DER WAALS) sont en cause. A Ia suite des travaux de WAUGH ef al.2 il nous a
paru intéressant d’étudier les Ppossibilités de fractionnement de la caséine totale, en
milieu urée, par chromatographie |sur colonnes de DEAE-cellulose.

L’emploi de I'urée dans notré travail a pour but de dissocier les deux types de
liaisons mentionnées plus haut: en effet la molécule d’urée est fortement polaire
(son moment dipolaire est de 4.56| unités Debye, alors que celui de I'eau est de 1.84)
et par suite susceptible de contracter de nouvelles liaisons hydrogénes avec les
groupements qui en forment dans la caséine. Par ailleurs, la constante diélectrique
des solutions d’urée étant supérieure 2 celle de I'eau (90.6 pour I'urée 5 M, 78.5 pour
P'eau), les interactions entre ions, dipdles permanents et dipdles induits sont réduites.

L’efficacité des séparations aj été contrélée par différentes méthodes électro-
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tampon (II) 0.0z M—urée 3.3 M, selon WAUGH ¢t al.?. L’imidazole 2 pH 7 a surtout
été employé. : A

Les tampons sont préparés d la maniére suivante: on fait d’abord des solutions
d’urée 45 M et 3.3 M. Celles-ci spnt agitées 30 min en présence de charbon activé
(environ 1 gfl), filtrées sur papier, et passées sur une colonne de DEAE-cellulose de
3 cm de diamétre, 10 cm de longueur. La premiére opération a pour but d’éliminer
des impuretés de l'urée qui absorbent A 280 mp, la seconde, d’éliminer d’autres
impuretés qui se fixeraient éventuellement sur la colonne par la suite (et aussi des
traces de charbon qui restent dans la solution). A R

Les solutions d’urée ainsi préparées sont ajustées respectivement 3 0.0t M et
0.02 M en imidazole, et le pH amené A 7 avec HC1 concentré.

Elution: les élutions ont eu lieu 3 pH constant et & force ionique croissante
(augmentation de la concentration du tampon II en NaCl); soit par paliers selon la
technique de WAUGH ¢? al 2, soit par un gradient exponentiel continu (NaCloao.6 M).
La chambre de mélange & volume constant contient 200 ml ou 2000 ml de tampon II-
NaCl 0.6 M respectivement pour |les colonnes analytiques et préparatives.

*Une fraction plus ou moins importante suivant les cas ne peut étre éluée, méme
par une concentration trés élevée en NaCl. Elle est détachée de la colonne par dela
soude 0.25 N. ' .

vElectrophoréses en gel d&’amidon

Nous avons utilisé la technique de WAKE ET BALDWIN® dans un appareil
horizontal. Les électrophoréses dans I'urée 5.0 M (pH 3.8) ont été réalisées en utilisant
les conditions de GROVES ¢t al.M\. '

Electrophoréses en gélose ¢t immunoélecirophoréses
Les techniques utilisées sont décrites en détail par GARNIER ¢t al.1.

Electrophoréses en veine liquide pn urée 5 M ,
Elles ont été effectuées paj le Centre d’électrophorése du CN.RS, 4 4% en
tampon phosphate—urée 5 M (pH 6.5, I = 0.05 0u 0.1). La présence de 'urée conduit
. 3 des anomalies dans les courbes. Les branches descendantes sont souvent ininter-
prétables. Ceci peut étre d0 aul fait que 'urée interagit fortement avec les protéines.
Par ailleurs on observe parfois des gradients de convection qu’on peut attribuer au
fait que les solutions d’urée ne|présentent pas un maximum de densité 2 4°.
" On a utilisé des concentrations en protéines de 0.5 2 3%-

Dosages de phosphore
Les dosages de phosphore|ont &té effectués selon BAMANN ef al.’3.

Dosages de Vacide N —acétyl neuyaminique

Les dosages de I'acide N- cétyl neuraminique ont &té effectués par la méthode de
WARRENM, aprés hydrolyse ( $50, 0.IN pendant Th a 85°).. L’étalon utilisé pour
les dosages est I’ acide N _acétlyl neuraminique préparé a partir de la caséine totale?s.

Extraits secs

‘Tous les dosages ont été faits sur des produits lyophilisés & pH 7, desséchés
sous vide 24 h sur P,0s.



FRACTIONNEMENT DE LA CASEINE SUR DEAE-CELLULOSE

phorétiques, en particulier par électrophorése sur gel d’amidon en urée 7 M, selor
WAKE ET BALDWIN® et I'immunoélectrophorése selon GRABAR ET WIiLLIAMSY, qu:
Présente I'avantage de pouvoir étre utilisée en I'absence d’urée.

Les débuts de ce travail ont fait Pobjet d’une note préliminaires.

MATERIEL ET METHODE
Caséines et fractions analysées

La caséine totale est préparée A partir de lait de élange par trois précipitations
4 pH 4.6. Aprés la derniére précipitation la caséine layée est solubilisée 4 PH 7 puis
lyophilisée.

Des essais comparatifs ont été faits avec la caséine ainsi préparée et la caséine
Ter cycle, préparée selon Von HIPPEL ET WAUGHS. Les ifférences observées paraissant
négligeables, la plupart des essais ont été effectués avec la caséine isoélectrique.

Diverses fractions de caséine de vache ont également été préparées:

Fraction sensible au calcium: elle a été obtenue par précipitation au chlorure
de calcium’, redissolution dans une solution de 0.1 M| citrate de potassium (pH 7)
et dialyse. L’opération est répétée et la solution finale est lyophilisée.

Caséines « et B, selon HIPp et al8. Caséine ag, selon WAUGH et al.®. Caséine x,
selon MCKENZIE ET WAKE?,

Echangeurs d’ions et matériel de chromatographie

Nous avons utilisé pour les chromatographies de la DEAE-cellulose Serva
(capacité 0.6 méquiv./g). Il est A noter que certains lotsn’ont pas donné des résultats .
satisfaisants. Des essais ont &té faits également sur la GE-cellulose Serva.

Electrophoréses en veine liquide A
Appareil Fokal B-Striibin. Systéme optique Schlieren.

Chromatographie sur colonnes

Colonnes analytiques de 1 cm de diamétre, 10 cm de longueur, ou préparatives
de 3-cm de diamétre, 25 cm de longueur. Pour les premidres, les vitesses d’écoulement
étaient de 13 ml/h et les fractions, de 1.5 ou 2.5 ml. Pour les secondes, vitesses d’écoule-
ment de 85 mi/h, et fractions de 10 ml.

Les chromatographies ont eu lieu a température ambiante.

Préparation des colomnes: La cellulose est lavée 4 13 soude 1 N, A I’eau distillée,
et avec une solution HCl 0.1 N, NaCl 25 %, ou un tampon pipérazine-HCl 0.1 M—NaCl
20 % (pH 4.4) selon SEMENZA. Elle est ensuite lavée al'equ distillée jusqu’A neutralité.
Ces opérations sont répétées dans le méme ordre sur colonne aprés chaque chromato-
graphie,

Apres décantation dans le tampon de départ et dégazage sous vide, la colonne
est enfin remplie et lavée pendant une nuit avec le tampon de départ.

Fixation des protéines sur la colonne: On a utilisé en énéral une charge de 50 mg
pour les colonnes analytiques, 1-2 g pour les colonne préparatives, de protéine
lyophilisée dissoute dans le tampon de départ (solution & 8-10 %)-

Préparation des tampons: La Plupart des chromatographies ont été réalisées en
fixant la protéine dans un tampon (I) 0.01 M—urée 4.5 M. et en V'dlant danc nn
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Dans tousles cas, les sommes des degrés d’absorption des fractions correspondant
a chaque pic ont été transformées en poids de substance en tenant compte des coeffi-
cients d’extinction suivants, déterminés, sur les fractions rechromatographiées, dans

le tampon correspondant (tampon I, tampon II, NaOH 0.25 N).
TABLEAU 1
l
‘ Coefficient & extinction
2 28¢ mu
{solution & 1 mg/ml,
cwve d'épaisseur 1 om)
F,; ’ 0.652 .
F;-Fg 0.632
F, 0.572
Fg-F, 0.920
Fio-Fpy 0.879
F,, 0.962
Caséine totale 0.752

[7XEA
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35.4,%
1
/&\').'(*
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Fig. 2. Electrophorése en veine liquide de la caséine totale et des Fractions 10 et 7 non rechromato-

graphiées. Tampon phosphate—urée 5 (PH 6.6, I = 0.05) a4 4°. Branches montantes. Les

mobilités sont exprimées en cm? X V-1 x sec—! x 105. Les chiffres placés au-dessus de chaque

pic indiquent le pourcentage de sa surfac par rapport i la surface totale du diagramme. 1, Caséine

totale (2%) 4 7.3 V/cm pendant 12 000 sec; 2, Fraction 1o (1%) 2 7.3 V/cm pendant 11 000 sec;
3, Fraction 7 (1%) & 7.9 V/cm pendant 16 500 sec. Aprés diffusion d’une nuit.
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Dans tousles cas, les sommes des degrés d’absorption des fractions correspondant
A chaque pic ont été transformées en poids de substance en tenant compte des coeffi-
cients d’extinction suivants, déterminés, sur les fractions rechromatographiées, dans
le tampon correspondant (tampon I, tampon II, NaOH 0.25 N).

TABLEAU 1
J‘k
Cocfficient & extinction
a 28¢ mu
(solution & 1 mg[ml,
| ouve d'épaisseur 1 om)
F, 0.652
Fy—F, 0.632
F, 0.572
Fg-F, 0.920
Fyo-Fy,y 0.879
Fy, 0.962
Caséine totale 0.752
I
Lt
)
L5z 45% X
3 - e
o ds 27 -4 49 54 58 6.4 Mobilites

AV .
o

6,2 Mobilités

5.4 %
i
/{)—"ﬁ .
! 0.8 24 Mobilités

Fig. 2. Electrophorése en veine liquide de la caséine totale et des Fractions I0 et 7 non rechromato-

graphiées. Tampon phosphate—ur 5M; (pH 6.6, I = ©0.05) & 4°. Branches montantes. Les

mobilités sont exprimées en cm? % V-1 x sec™ X 10%. Les chiffres placés an-dessus de chaque

pic indiquent le pourcentage de sa ace par rapport 3 la surface totale du diagramme. 1, Caséine

totale (2%) 4 7.3 V/cm pendant 12 oco sec; 2, Fraction 10 (1%) & 7.3 V/cm pendant 11 000 sec;
3, Fraction 7 (1%) 4 7.9 /cm pendant 16 500 sec. Aprés diffusion d’une nuit.
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indique la présence de F,. P
les colonnes de 3 cm de di

ailleurs, les Fractions F 22 Fg sont moins nettes qu’avec
tre.

La Fraction F, est sol
PH 7 4 22°, mais une partie
vis-3-vis des ions calcium.

Par chromatographie de cette fraction sur GE-cellulose en tampon Tris 0.02 M
(PH 9), dans les conditions abituelles le gradient sépare 2 pics, I'un représentant
50.4 % et I'autre 12.3 %. Le te, soit 5.7 %, est &lué par la soude 0.25 N. Une fraction
représentant 31.2 % en degré|d’absorption n’est Pas retenue.

Par électrophorése en gel d’amidon, la Fraction F, montre 4 constituants princi-
Paux, et 6 constituants en faibles proportions (Fig. 4).

le & pH 4.7 et aux PH inférieurs. Elle est insoluble a
e cette fraction est soluble 3 PH 7 4 2°, Elle est stable
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Fig. 3. Diagrammes de rechroma phie des Fractions 7 et 10. Colonnes de DEAE-cellulose

de 1 cm de diameétre, 10 cm de I eur. Température ordinaire, Fractions de 1.5 ml. Vitesse
d’écoulement : 15 ml/h. 1, 50 mg de Fraction 7; 2, 50 mg de Fraction 10.
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2. A la sortie de la colonne, le sommet de haque “pic” est élué A une concentra-
tion en NaCl d’autant plus faible que la charge est plus importante.

La séparation est d’autant meilleure que la charge est plus faible. Pratiquement
avec 1 ou 2 g de caséine, sur une colonne préparative, la séparation est suffisamment
bonne et la charge assez importante pour obtenir des fractions qui peuvent étre facile-
ment purifiées par rechromatographie. :

Par ailleurs nous avons observé, dans les mémes conditions, une séparation
toujours plus efficace sur les colonnes de gros diamétre.

3. En tenant compte des coefficients d’extinction mentionnés ci-dessus, le pour-
centage des fractions, par rapport a la quantité totale de protéines recueillie, est
présenté dans le Tableau II, d’une part pour la caséine totale et d’autre part pour
la fraction sensible au calcium. ‘

Le rendement des colonnes, calculé d’aprér les degrés d’absorption recueillies et

les coefficients d’extinction de chaque fraction| est de 95 3 102 % de la quantité de
~ protéines mise sur la colonne.

TABLEAU II
. Fraction sensible
ottt Frctin s
° (%)
F, 5.1 8.8
Fy-F, 8.0 6.7
Fy 30.5 337
Fg-F, 10.3 }
49.7
Fio-F1a 449
Fiq 1.2 1.1
100 100

Des résultats précédents, on peut déduire har un calcul simple les pourcentages
des Fractions B, « et ag dans la caséine totale, si 'on admet que seules les fractions
qui sont éluées aprés la caséine B contiennent la| caséine x (comme on le voit'dans la
Fig. 1, la Fraction 7 est peu contaminée par la caséine «). Il avait été montré dans la
note préliminaire® que les Fractions Fyg-F14-Fy,| correspondaient 2 la caséine as, et
que la fraction correspondant 2 « (F) se poursuivait par une “trainée”, pratiquement
jusqu’a la fin de I'élution de Fy,. '

En admettant également que la fraction sensible au calcium est entiérement et
uniquement dépourvue de caséine « (comme le|montrent les électrophoréses en gel
d’amidon et sa teneur en acide N-acétyl neuraminique de 0.06 %) la composition de
la caséine totale est alors:-F 1 5I%; Fy-Fg, 8.0%; B, 30.5%; «, 10.9%; as, 44.3%;
Fip 1.29.

Compte tenu de la maniére dont ces résultats ont été obtenus, on doit les con-
sidérer comme assez approximatifs*.

Les colonnes analytiques nous ont donné des résultats un peu différents a cause
de leur moindre efficacité:

On ne distingue pas, dans le cas de ces colonnes, la Fraction Fy. Seule une épaule

* Les chiffres correspondant aux pourcentages des caséines x et ag sont trés voisins de ceux
correspondant & Fy-F, et F,-F;,. Mais cette coincidence est purement fortuite.
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Par immunoélectrophorése, on observe une ligne principale surmontée d’une
ligne de mobilité un peu plus €levée, correspondant vraisemblablement 3 un composé
en faible quantit¢ (Fig. 6a).

La Fraction K, correspond A la caséine «, comme il a été montré dans Ia note
préliminaire®. Sa purification par rechromatographie en présence d’urée dans les
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Fig. 6. Schémas d’im Jnoélectrophoréses et  Fig. 7. Schémas d’électrophoréses en amidon
d'électrophoréses en amjdon (urée 7 M (pH 8.6))  (use. 5 M (PH 3.8)) de différentes fractions
de différentes fractions obtenues par chromato-  obtenues par chromatographie. Concentration
graphie. a, Immunoél¢ctrophoréses. Concen- en protéine de la solution mise dans le réservoir,
tration en protéine de la solution mise dans le 0.8%. 1, caséine totale; 2, caséine B obtenue de
réservoir, 0.59%,. b, Electrophoréses en amidon.  la fraction sensible au calcium par rechromato-
Concentration en protéine de la solution mise graphie en milieu urée de F,. 3, Fraction 10
dans le réservoir, 0.89%! a1, caséine B obtenue obtenue de la caséine totale par rechromato-
de la caséine totale par| rechromatographie en graphie.

milieu urée de F,; a2, b, caséine B obtenue de

la fraction sensible au fﬁcium par rechromatographie en milieu urée de F,. a3, b2, Fraction 10

obtenue de la tion sensible au calcium Ppar rechromatographie en milieu urée.

conditions que nous avions utilisées ne parait pas possible, comme nous le verrons
plus loin.

A la Fraction F} correspondent, par électrophorése en gel d’amidon 3 pPH 8.6
(Fig. 4), 2 bandes qui existent dans la caséine o préparée selon Hipp e al 8 et la caséine
s préparée selon WADGH ef al? et qui sont vraisemblablement celles dénommées par
WAKE et al.? 1.00 et 1.04. : .

La Fraction F,,, correspondant 2 Ia plus grande partie de la caséine «s, rechro-
matographiée en présence d’urée, montre par électrophorése en gel d’amidon 3 pH 8.6
(Fig. 6), une bande principale, renfermant probablement les composants gy et oy
de WAUGH et al.1%, que nous n’avons pu toujours discerner et une bande secondaire
trés faible migrant légérement en avant de B, et correspondant A la Fraction 0.86 de
WAKE ET BALDWIN®. Deux lignes trés estompées sont visibles en outre dans certaines
préparations.

A pH 3.8, on obsTrve également 2 bandes (Fig. 7).
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Cette fraction, étant insoluble au pH de|l'immunoélectrophorese, ne donne pas

d’arcs de précipitation avec le sérum anti ine
-Les Fractions F, A F,, par électrophor

en gel d’amidon A pH 8.6, donnent

plusieurs bandes et trainées entre le réservoir|et la bande correspondant 3 g (Fig. 4).
L’immunoélectrophorése met en évidence plusieurs constituants dans ces frac-

tions, les lignes de précipitation de F, se distinguant nettement des autres par leur

‘mobilité et 'importance de celles que I'on observe en arriére du réservoir (Fig. s).

Caséine

totol| | ZZ7Zzz; MK I

Fiiii A

F2-Fs| ZZ— I

F6 | Zzzz Il
F7 | ]|
F8 | /17778 |
Fo | 7z
Fio | V///4 i
F11 | [

Coséive x| I |
l

Reservoir

Fig. 4. Schémas d’électrophoréses en amidon
(urée 7 M (pH 8.6)) des différentes fractions de
caséine totale (non rechromatographiées), iso-
lées par chromatographie sur DEAE-cellulose.

Concentration de la solution protéique mise.

dans le réservoir, 0.8%,.

La Fraction F,, correspondant a la ¢

- +
i_
F3 — >
| l
F5 &
/
£6 ~—— S
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F8 C " =3
;
7

Fo  c ===
}

F10 I~ — 3
L\Y/
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| /-
Cadéine total — %

Reservoir

Fig, -5. Schémas d’immunoélectrophoréses des

di.gkrent&e fractions de caséine totale (non

rechromatographiées), isolées par chromato-

graphie sur DEAE-cellulose. Concentration en

protéine de la solution mise dans le réservoir
0.5%.

ine B, rechromatographiée en milieu

urée, montre par électrophorése en gel d’amidon & pH 8.6 une bande, parfois précédée
et suivie d’une ligne fine (Fig. 6b). Par cette méme méthode mais A PH 3.8 selon
GROVEs et al.l, on observe 2 & 3 bandes, dont I'une (la plus mobile) prédomine

nettement (Fig. 7).
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NaCl o A 2 M, chaque tampon différant du précédent de 0.0z M). Le diagramme de
chromatographie est donné dans la Fig. 8.

Il est A noter que pous avons obtenu des résultats différents (la sortie des pics
était décalée) avec des lots différents de DEAE-cellulose. Les résultats que nous
donnons correspondent| 3 un lot déterminé et ne sont pas toujours reproductibles.

De 0 4 0.10 M en [NaCl, on observe & chaque tampon I’élution de matériel en
trés faible quantité.

Lorsqu’on passe ement aprés fixation de la protéine le tampon 0.12 M,
on obtient 2 pics. Le premier, qui est le moins important, correspond aux fractions
précédentes. Il donne, par électrophorése en gel d’amidon, plusieurs bandes et
trainées entre le réservoir et la Fraction B.

Le second, qui correspond 2 la Fraction F,, donne parfois par la méme technique,
une ligne fine supplémentaire située juste devant la bande principale.

Le tampon 0.14 M élue une trés petite quantité de protéines.

Dans le tampon 0.16 M, on observe 2z pics mal séparés. Le second “traine”
beaucoup. ’

La caséine a sort lessentiellement dans le tampon 0.18 M.

De 0.18 2 0.24 M, sortie de protéines en faible quantité. Pratiquement rien n’est
élué entre 0.24 M et 2 M. .

Les fractions obtenues dans les tampons 0.12 et 0.18 M correspondant r ive-
ment A F, et Fy,, ont les mémes propriétés aprés rechromatographie que les fractions
correspondantes obtenyes avec une élution par gradient de molarité en NaCl.

DISCUSSION

une autre substance qui posséderait des propriétés similaires)
est indispensable pour|obtenir sur DEAE-cellulose 2 pH 7 un fractionnement effectif
de la caséine. Par chromatographie sans urée dans les conditions que nous avons
utilisées habituellement (fixation de la protéine dans un tampon imidazole o.0x M-
HCl (pH 7) et élution par gradient de molarité en NaCl dans un tampon imidazole
0.02 M—HC1 (pH 7) la caséine ne se sépare qu’en 2 fractions presque confondues; de
plus une quantité importante de matériel ne peut étre éluée que par la soude.

On connait bien le pouvoir dénaturant de I'urée. Cependant, dans les conditions
de concentrations et de température ot nous nous sommes placés, on peut penser que
P’action de I'urée ne produit pas une dénaturation irréversible.

11 est probable que l'urée dissocie bien les liaisons hydrogénes, comme cela a été
montré pour la fibrine, Il semble que les difficultés rencontrées dans le fractionnement
de la caséine viennent d’une part de la présence possible de liaisons de VAN DER WaAALS
intermoléculaires, d’atitre part des charges et des poids moléculaires trés voisins de
- ses différents constityants; enfin peut-étre d’une dissociation incompléte des com-
plexes par l'urée avx concentrations o celle-ci a été utilisée pour les chromato-
graphies.

L’urée (ou peut-&tre

On peut envisag
(1) Fractions

r actuellement un schéma de constitution de la caséine totale:

ileures de points isoélectriques voisins de 7, se distinguant nette-

ment en cela des autres constituants. Ce sont les fractions qui ne se fixent pas sur

DEAE-cellulose 3 pH 7. Elles représentent 5 %

de la caséine totale et correspondent

aux fractions solubles 2 pH 4.0 de GROVES™.
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 RESUME

Le travail de fractionnement de la caséine totale de vache par chromatographie sur
DEAE-cellulose en milieu urée, dont les débuts avaient fait I'objet d’une note pré-
liminaire, a été poursuivi. . o .

1. La composition de [la caséine totale, déterminée par cette méthode, est la
suivante: Fractions mineures de charges électriques inférieures 3 la caséine g 4 pH 7,
13 %; caséine B, 30 %; caséine «, II %:; caséine ay: fractions secondaires, 6 %, ; asm,
38%.

2. Les fractions quanti ativemert les plus importantes F,q4 et F, (qui correspon-
dent approximativement aux caséines g et B) ont été étudiées plus spécialement.

La Fraction F, ne rénferme qu ‘une impureté mineure, dont I'élimination a pu
étre réalisée par une technique qui sera publiée ultérieurement, mais la Fraction F,,
contlent encore plusieurs impuretés mineures.
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(2) Fractions mineures €luéec . . o inr-cenose en milieu urée, A pH 7, avant
la caséine B. Elles renferment la caséine ¥ et représentent 8 9 de Ia caséine totale.

(3) Caséine B, 30 % de la caséine totale.

(4) Caséine x, I1 % de la caséin totale.

(5) Caséine o, elle renferme toute une série de constituants.

Les caséines as, B et C de Tuo PSON e al.’®, ) caractére génétique, paraissent
es d’électrophorése en gel d’amidon donnés

et dans les laits de mélange, que «xB et agC.

Les constituants 1.00 et 1.04 penvent étre aisément séparés du complexe «g par
chromatographie sur DEAE-cellulose| dans les conditions que nous avons employées.

Dans ces mémes conditions, le constituant 0.86 est séparé difficilement’en totalité
par 2 chromatographies. I est possible que plusieurs rechromatographies I'éliminent,

Les constituants mineurs 0-92, 0,95, 1.24, 1.26 et 1.31 sont éliminés en général
de la caséine «g par rechromatographie sur DEAE-cellulose.

Le chiffre de 44 % de caséine ay|que nous obtenons est & comparer 3 celui de
WAUGH et al.®8: selon ces auteurs 45 % en degré d’absorption de la caséine totale re-
présente ag; ,. En tenant compte des| coefficients d’extinction mentionnés au début
du présent travail, ceci représente, en poids, 38 9 de la caséine totale. C’est dire que
les fractions secondaires de la caséine ag représentent 6 % de la caséine totale, ou
14 % de la caséine o,

Comme on le voit dans la Fig. 2, Iélectrophorése en veine liquide (pH 6.5,
5 M urée) sépare de la caséine totale 7 fractions. Deux fractions lentes correspondent
chacune A 4.5 % de la caséine totale. :

La Fraction 8 représente 23 % et lalfraction g représente 44 % de la caséine totale.

On observe, entre B et «, 3 fractions, dont I'une de mobilité 5.4 semble corres-
pondre 3 la caséine « (comme nous I'ayons vérifié en ajoutant 10 % de caséine « 3
la caséine totale). Cette fraction représente 1o % de la caséine totale.

Ces chiffres correspondent bien dans I'ensemble a ceux que nous obtenons par
chromatographie. Cependant le pourcentage obtenu par électrophorése en veine
liquide pour la caséine B est notablement|inférieur a celui obtenu par chromatographie.

La fraction de mobilité 5.8, qui représente 6.4% de la caséine totale, semble
pouvoir étre identifiée aux fractions 1.00 et 1.04 de WAKE ET BALDWIN, que I'on
trouve dans la caséine as. )

Les Fractions F, et F o obtenues par 2 chromatographies sur DEAE-cellulose en
milieu urée sont plus homogénes que les fractions correspondantes (8 et «,) préparées
selon HIPP ef al8, et Wavcy et al.®. Elles renferment cependant plusieurs constituants
décelables par immunoélectrophorése.

La Fraction F, ne renferme cependant en général qu’une impureté en faible
quantité. Nous avons PU, par une techniqye qui sera publi¢e ultérieurement, 1’éliminer
et obtenir ainsi une caséine B immunoéle trophorétiquement homogene.

La Fraction 10 que nous avons obtenue contient au moins 3 constituants anti-
géniques différents.

La chromatographie de Ia caséine totale avec élution par paliers de concentration
en NaCl conduit A Pisolement de Fractions F, et F,, analogues. Mais Ia durée de
T'opération due 2 une “trainge” considérable des pics en rend Papplication malaicda




